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Poškození genetické informace uložené v molekulách DNA podmiňuje řadu patologických stavů 
včetně nádorového bujení a stárnutí. Evolučně konzervované mechanismy opravy DNA brání nahro-
madění mutací a rozvoji genomové nestability. 53BP1 (tumor suppressor p53-binding protein 1) je 
důležitý regulátor buněčné odpovědi na dvouvláknové zlomy DNA, který se po vystavení buňky io-
nizujícímu záření stává součástí fokusů obklopujících vzniklé zlomy DNA. Funkce 53BP1 v buněčné 
odpovědi na poškození DNA byly objasně y až v nedávně době. Zatímco v drahách signalizujících 
vznik dvouvláknových zlomů kontrolním bodům buněčného cyklu hraje 53BP1 jen nepatrnou roli, 
ukázal se být nepostradatelný při určování typu opravy části těchto zlomů. Opravy DNA jsou ovliv-
něny 53BP1 v několika případech. Kontroluje resekci konců DNA, umožňuje opravy DNA v hetero-
chromatinu, zvyšuje mobilitu nechráněných telomer a zprostředkovává synapse konců DNA během 
V(D)J rekombinace a izotypového přesmyku. 53BP1 negativně ovlivňuje opravu DNA v nádorových 
buňkách s poškozeným BRCA1 (breast cancer type 1 susceptibility protein), což může mít vliv na 
terapeutickou odpověď u některých nádorů prsu. Cílem této bakalářské práce je shrnout nové po-
znatky o roli 53BP1 v buněčné odpovědi na dvouvláknové zlomy DNA. 
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Abstract 
DNA damage may result in various pathological conditions and contributes to aging and development of 
cancer. Evolutionarily conserved DNA damage response prevents the acumulation of mutations and pro-
tects against genomic instability. Tumor suppressor p53-binding protein 1 (53BP1) is an important regu-
lator of the cellular response to DNA double-strand breaks (DSB) and is a canonical component of ioni-
zing radiation-induced foci which are formed at DNA DSB following radiation exposure. Recently, new 
insights have been gained into its functions in the DNA damage response. Apart from its subtle role in the 
DNA damage checkpoints signaling, 53BP1 is a well established player in the DNA DSB repair pathway 
choice. The outcome of DNA repair is influenced by 53BP1 in several contexts. 53BP1 controls 5’ end 
resection at DNA ends, improves DSB repair in heterochromatin, promotes the mobility of uncapped 
telomeres and mediates synapsis of DNA ends during V(D)J and class switch recombination. 53BP1 con-
tributes to repair defect in BRCA1 (breast cancer type 1 susceptibility protein)-deficient cells, which may 
have an impact on the treatment of some types of breast cancer. The aim of this bachelor’s thesis is to
summarize new findings about the role of 53BP1 in the cellular response to DNA DSB. 
 








53BP1 Tumor suppressor p53-binding protein 1  
AAA+ ATPases associated with diverse cellular activities  
Abraxas BRCA1-A complex subunit Abraxas 
A-EJ Alternative end-joining 
AID Activation-induced cytidine deaminase (aktivací indukovaná cytidin deamináza) 
AT Ataxia telangiectasia 
ATLD Ataxia-telangiectasia-like disorder 
ATM Ataxia telangiectasia mutated 
ATR Ataxia telangiectasia and Rad3-related protein 
ATRIP ATR-interacting protein 
BLM Bloom syndrome protein 
BRCA1 Breast cancer type 1 susceptibility protein 
BRCT BRCA1 C-terminal 
Cdc25A Cell division cycle 25A 
CDK Cyclin-dependent kinases (cyklin-dependentní kinázy) 
CDK1 Cyclin-dependent kinase-1 (cyklin-dependentní kináza 1) 
CK2 Casein kinase 2 
Crb2 Cut5-repeat-binding 2 
CtIP CtBP-interacting protein 
DNA-PKcs DNA-dependent protein kinase catalytic subunit 
Exo1 Exonuclease 1 (exonukleáza 1) 
EYA Eyes absent 
FHA Forkhead associated 
GAR Glycin-arginin rich 
HDAC Histone deacetylases (histon deacetylázy) 
HEAT Huntington-EF3-PR65/A-TOR 
HERC2 HECT domain and RCC1-like domain-containing protein 2 
HR Homologous recombination (homologní rekombinace) 
CHD3 Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 3 
Chk1 Checkpoint kinase-1 
Chk2 Checkpoint kinase-2 
Chromo Chromatin organization modifier 
IRIF Ionizing radiation-induced foci 
JMJD2A Jumonji domain-containing protein 2A 
KAP-1 KRAB-associated protein 1 
KBD Kinetochore binding domain 
L3MBTL1 Lethal(3)malignant brain tumor-like protein 1 
LC8 8 kDa dynein light chain 
LIG4 DNA ligase IV (DNA ligáza 4) 
MBT Malignant brain tumor 
MDC1 Mediator of DNA damage checkpoint protein 1 
Mdm2 Mouse double minute 2 protein 
 
 
Seznam zkratek – pokračování 
 
MMR Mismatch repair 
MMSET Multiple myeloma SET domain-containing protein 
Mre11 Meiotic recombination 11 
MRN Mre11-Rad50-Nbs1 
MUM1 Mutated melanoma-associated antigen 1 
NBS Nijmegen breakage syndrome 
Nbs1 Nijmegen breakage syndrome protein 1  
NHEJ Non-homologous end joining 
NUP153 Nucleoporin 153kDa 
Oct-1 Octamer-binding protein 1 
OD Oligomerization domain (oligomerizační doména) 
OPT  Oct-1, PTF, transcription 
p53 Tumor suppressor p53 
PAR Poly(ADP-ribose) 
PARP Poly(ADP-ribose) polymerase 
PIKK Phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase 
Plk1 Polo-like kinase 1 
PMRT1 Protein arginin methyltransferase I 
PP4 Protein phosphatase 4 
PTF Pancreas transcription factor 
PTIP Pax transactivation domain-interacting protein 
RAD50 DNA repair protein RAD50 
RAD51 DNA repair protein RAD51 
RAD9 DNA repair protein RAD9 
RAG1/2 V(D)J recombination-activating protein 1/2 
RAP80 BRCA1-A complex subunit RAP80 
Rif1 Rap1-interacting factor 1 
RNF168 RING finger protein 168 
RNF8 RING finger protein 8 
RPA Replication protein A 
SETD8 SET domain-containing protein 8 
TIF Telomere Dysfunction-Induced Foci 
TIP60 60 kDa Tat-interactive protein 
TRF1 Telomeric repeat factor 1 
Ubc13 Ubiquitin-conjugating enzyme 13 
UDR Ubiquitylation-dependent recruitment 
UIM Ubiquitin interaction motif 
VCP Valosin-containing protein 
γH2AX Histon H2AX fosforylovaný na Ser 139 
 
Poznámka: v případech, kdy k anglické zkratce existuje běžně užívaný český ekvivalent, je tento uve-
den v závorce. Ve zbylých pří adech byly ponechány původní anglické názvy, jejichž překlad do 
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Buněčná odpověď na poškození DNA (angl. DNA damage response) zahrnuje propletenou 
síť signálních drah, které mají schopnost detekovat DNA poškození, aktivovat kontrolní body 
průchodu buněčným cyklem a iniciovat opravy DNA s cílem udržet inegritu genomu. Do tohoto 
systému patří i protein 53BP1 (tumor suppressor p53-binding protein 1).  
O funkci určitého genu (a potažmo jeho proteinového produktu) v organizmu nám často 
nejlépe vypovídá jeho ztráta. Aby bylo možné si udělat představu o tom, do jakých procesů je 53BP1 
zapojen, byly vytvořeny myší modely s poškozeným TP53BP1 genem. Myši s nefunkčním 53BP1 se 
sice rodily živé a fertilní, ale vykazovaly celou řadu symptomů. Nápadná byla především zvýšená 
citlivost k účinkům ionizujícího záření (radiosenzitivita). Do dvou týdnů od ozáření všechny 53BP1-
deficientní myši zemřely, zatímco většina těch s funkčním 53BP1 byla v té době ještě naživu. Další 
symptom byla chromozomální nestabilita. Chromozomy měly zvýšený počet DNA zlomů a mezer 
a často docházelo k aneuploidii. Během prvního půl roku zemřelo 17 % těchto 53BP1-deficientních 
myší, často v důsledku zhoubného nádoru brzlíku. Posledním pozorovaným symptomem byla 
imunodeficience. Brzlíky z těchto myší byly menší a obsahovaly o polovinu méně CD4 pozitivních 
thymocytů. Sleziny měly nedostatečný počet zralých B-lymfocytů. Imunodeficience tak byla 
způsobena poruchou ve vývoji T-lymfocytů a B-lymfocytů (Morales et al., 2003; Ward a Minn, 2003).  
Tato pozorování naznačovala, že 53BP1 hraje roli v buněčné odpovědi na poškození DNA 
a ve vývoji adaptativní složky imunitního systému. Dvacet let práce od jeho prvního popsání v roce 
1994 (Iwabuchi et al., 1994) potvrdilo jeho důležitost pro fungování buňky a našlo sjednocující prvek 
pro výše uvedené symptomy. Tím je vznik dvouvláknových DNA zlomů, ať už fyziologických 
(v případě přestaveb imunoglobulinových genů během vývoje T-lymfocytů a B-lymfocytů) nebo 
patologických při poškození DNA. Buňky tak potřebují 53BP1, aby se dokázaly vypořádat 
s dvouvláknovými DNA zlomy. 53BP1 reaguje i na jiné typy poškození DNA, než je dvouvláknový 
zlom, ale tato oblast jeho biologie stojí zatím na okraji vědeckého zájmu a ani v této práci se jí nebudu 
zabývat. 
Cílem této práce je popsat 53BP1 a v kontextu buněčné odpovědi na dvouvláknové zlomy 
DNA ukázat, jak se 53BP1 dostává do míst poškození DNA a jakou roli v biologii těchto 
dvouvláknových zlomů hraje. 
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1. Buněčná odpověď na dvouvláknové zlomy DNA 
Každá buňka našeho těla je každodenně vystavována celé řadě faktorů, které poškozují její 
DNA. Aby organizmy přežily a přenesly nepozměněnou genetickou informaci do dalších generací, 
musely se vyvinout signální dráhy, které jsou schopné detekovat poškození, informovat o něm buňku 
a zprostředkovat opravy. Z různých typů poškození DNA patří dvouvláknové zlomy k těm nejvíce 
nebezpečným, protože mohou vést k rozsáhlým chromozomálním z ěnám včetně translokací 
a delecí a tím podněcovat genomovou nestabilitu. Vrozené poruchy v jejich detekci, signalizaci nebo 
opravě jsou asociovány s předčasným stárnutím, neplodností, imunodeficiencemi, neurodegenera-
tivními onemocněními a jsou hlavní hnací silou rakoviny (Jackson a Bartek, 2009). 
 
1.1. Dvouvláknové zlomy 
 Přerušení cukr-fosfátové kostry DNA v těsné blízkosti na obou vláknech dvoušroubovice se 
označuje jako dvouvláknový zlom. K jeho vzniku dochází nejčastěji při replikaci DNA. Pokud totiž 
replikační vidlička narazí na neopravený jednovláknový zlom v DNA, způsobí to její rozpad a vznik 
dvouvláknového zlomu. Další příčiny jsou kyslíkové radikály, ionizující záření z prostředí, chyby 
enzymů zapojených do metabolismu DNA a mechanický stres. Dvouvláknové zlomy DNA nevznikají 
vždy jen patologicky. V některých buněčných procesech, jako je rekombinace během meiózy 
a přeuspořádání imunoglobulinových genů během vývoje adaptivního imunitního systému, jsou 
naopak fyziologické a nezbytné (Pfeiffer et al., 2000).  
 
1.2. Signalizace poškození 
Při buněčné odpovědi na poškození DNA se aktivují signální dráhy, které zabrání buňce 
v dalším postupu v buněčném cyklu, stimulují opravné mechanismy a poskytnou čas na opravu DNA. 
Podaří-li se buňce zastavené kontrolním bodem buněčného cyklu v reakci na poškození DNA 
odstranit všechny problémy, je jí umožněno pokračovat do další fáze (angl. checkpoint recovery). 
Pokud poškození přesáhne kapacitu opravného systému, je buňka směřována na programovanou 
buněčnou smrt (apoptóza) nebo zůstane nenávratně zastavena v buněčném cyklu (senescence). 
Zapojené signální dráhy nefungují izolovaně, ale tvoří komplexní síť (Lukas et al., 2004).  
Na začátku této signalizace stojí kinázy z rodiny PIKK (phosphatidylinositol 3-kinase-
related kinase). V buněčné odpovědi na dvouvláknové zlomy DNA mají klíčovou úlohu tři členové 
této rodiny: ATM (ataxia teleangiectasia mutated), DNA-PKcs (DNA-dependent protein kinase 
catalytic subunit) a ATR (ATM and Rad3-related).  
Aktivace ATM a DNA-PKcs probíhá v místech dvouvláknových zlomů a vyžaduje proteiny, 
které mají schopnost tyto zlomy rozeznat (senzory). Pro aktivaci ATM je tak důležitá interakce se 
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senzorovým MRN (Mre11-Rad50-Nbs1)1 komplexem (Difilippantonio et al., 2005), zatímco pro 
DNA-PKcs asociace se senzorovým heterodimerem Ku70/Ku80 (DeFazio et al., 2002). V S a G2 fázi 
buněčného cyklu mohou být dvouvláknové zlomy DNA zpracovány za vzniku dlouhých 3’ 
jednovláknových přesahů DNA. Tento děj se označuje jako resekce. Výsledkem resekce je tedy vznik 
jednovláknových úseků DNA pokrytých proteinem RPA (replication protein A), které jsou důležité 
pro aktivaci třetího člena rodiny PIKK (Jazayeri et al., 2006). Tím je ATR fungující ve stabilním 
komplexu se svým kofaktorem ATRIP (ATR-interacting protein). ATR signalizuje jak přítomnost 
zastavených replikačních vidliček, tak poškození DNA, které vedlo k tvorbě jednovláknových úseků 
(Zou a Elledge, 2003). V buněčné odpovědi na dvouvláknové zlomy má však z těchto tří kináz 
výsostné postavení ATM, která po své aktivaci fosforyluje stovky dalších proteinů (Matsuoka et al., 
2007). Vrozené mutace v ATM genu jsou podstatou syndromu AT (ataxia telangiectasia), který se 
projevuje mimo jiné zvýšenou radiosenzitivitou, nestabilitou genomu a náchylností k rozvoji nádorů 
(Savitsky et al., 1995). Vrozené mutace v genech pro senzorový MRN komplex, fungující ve stejné 
dráze jako ATM, jsou asociovány s podobnými symptomy. Podstatou NBS (Nijmegen breakage 
syndrome) je mutace v NBS1 genu (Varon et al., 1998), zatímco podstatou ATLD (ataxia-
telangiectasia-like disorder) mutace v genu kódujícím Mre11 (Stewart et al., 1999).  
Mezi substráty PIKK patří i kinázy Chk1 (checkpoint kinase-1) a Chk2 (checkpoint kinase-
2). ATM fosforyluje Chk1 na Ser317 (Gatei et al., 2003) a Chk2 na Thr 68 (Matsuoka et al., 2000), 
zatímco ATR Chk1 na Ser 317 a Ser 345 (Zhao a Piwnica-Worms, 2001). Chk1 a Chk2 jsou těmito 
fosforylacemi aktivovány a přenášejí signál dál. Mezi procesy, které dále regulují, patří postup 
buněčným cyklem, oprava DNA, změna struktury chromatinu, spuštění transkripce některých genů 
a apoptóza (Bartek a Lukas, 2003). Pro rychlé zastavení postupu buňky v buněčném cyklu 
v přítomnosti poškození DNA je klíčová fosforylace fosfatázy Cdc25A (cell division cycle 25A), a to 
především kinázou Chk1 (Jin et al., 2008). CDK (cyclin-dependent kinases), skupina kináz 
regulujících buněčný cyklus, pro svou aktivaci totiž potřebuje kromě asociace s cykliny i fosfatázy 
z rodiny Cdc25, které na nich odstraní inhibiční fosforylace. Fosforylace Cdc25A iniciuje degradaci 
této fosfatázy proteazomem, což následně zastaví postup buněčným cyklem (Ferguson et al., 2005; 
Mailand et al., 2000).  
Signální dráhy, které poskytují buňce dostatečný čas na opravy, se značně liší od těch, které na 
začátku v reakci na DNA poškození aktivovaly kontrolní bod buněčného cyklu. V jejich centru je tumor 
supresor p53. Jde o transkripční faktor, který monitoruje celou řadu stresových signálů a odpovídá na 
ně především aktivací transkripce specifických genů. Produkty těchto genů pak regulují další postup 
v buněčném cyklu, opravu DNA, apoptózu nebo senescenci. p53 je vydatně posttranslačně modifikován, 
                                                 
1 Mre11 (meiotic recombination 11), RAD50 (DNA repair protein RAD50), Nbs1 (Nijmegen breakage syndrome 
protein 1). 
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a to zejména ve své C-terminální regulační doméně a v N-terminální transaktivační doméně (Dai a Gu, 
2010). V nestresovaných buňkách je udržována jeho aktivita na nízké úrovni E3 ubiquitin ligázou 
Mdm2 (mouse double minute 2 protein), která polyubiq it nuje p53 a tím ho směřuje k degradaci 
proteazomem (Fang et al., 2000). Naopak za stresových podmínek je p53 stabilizován. Na této pozitivní 
regulaci se nejvýrazněji podílí acetylace (Gu a Roeder, 1997) a fosforylace výše představenými 
kinázami ATM (Canman et al., 1998), ATR (Tibbetts et al., 1999), DNA-PKcs (Shieh et al., 1997), 
Chk1 a Chk2 (Shieh et al., 2000). Výsledkem tohoto procesu je snížená afinit  p53 pro negativní 
regulátor Mdm2 a umožně í transkripce jeho cílových genů. V kontextu kontrolních bodů buněčného 
cyklu je nejdůležitější cílový gen, který kóduje p21, inhibitor CDK (Dulić et al., 1994). 
 
1.3. Opravy dvouvláknových zlomů 
Mezi nejvýznamnější mechanismy opravy dvouvláknových DNA zlomů patří NHEJ (non-
homologous end joining) a HR (homologous recombinatio ).  
NHEJ funguje v průběhu celého buněčného cyklu a skládá se ze tří kroků – rozeznání 
a uchycení DNA konců, jejich úpravy a ligace. Jedná se o rychlý sled událostí. Konce 
dvouvláknového zlomu jsou rozeznány heterodimery Ku70/80. Na ně se okamžitě váží DNA-PKcs, 
které se touto interakcí aktivují. Prostřednictvím DNA-PKcs a Ku70/80 jsou konce DNA drženy 
v synaptickém komplexu (DeFazio et al., 2002). Následně se v těchto místech shromáždí další faktory 
nutné pro úpravu DNA konců do podoby, která může být zligována. Tento krok, při kterém může dojít 
ke ztrátám nebo modifikacím nukleotidů, dělá z NHEJ způsob opravy náchylný k chybám (Wang 
a Lees-Miller, 2013). Na závěr LIG4 (DNA ligase IV) DNA konce spojí (Wilson et al., 1997).  
HR vyžaduje homologní sekvenci, typicky sesterskou chromatidu, jako templát pro opravu. 
Tento požadavek omezuje pole jejího působení převážně na S a G2 fázi buněčného cyklu. HR může 
být rovněž rozdělena do tří kroků. V prvním kroku se musí vytvořit dlouhý úsek jednovláknové DNA 
s navázaným proteinem RPA. Na toto vlákno se naváží mediátorové proteiny a následně se na něm 
začnou uspořádávat RAD51 (DNA repair protein RAD51) filamenta. V druhém kroku RAD51 
filamenta zahájí hledání homologního řetězce a jeho invazi, čímž vzniká D-smyčka. Od konce 
invadujícího vlákna začíná opravná syntéza DNA. Třetí krok se liší v závislosti na typu HR (Heyer 
et al., 2010). V meiotické rekombinaci vzniká dvojitá Hollidayova struktura, jejíž rozvolně í může 
vést k náhodné výměně chromozomálních segmentů (Baudat et al., 2013). V somatických buňkách, 
kde je HR využívána k opravám, fungují dráhy, které si podle homologního řetězce jenom syntetizují 
chybějící část. V případě přítomnosti dvou konců DNA to vede ke spojení původní DNA 
dvoušroubovice a výsledkem je přesná oprava. Je-li přítomný jen jeden DNA konec, jako třeba po 
předčasném rozpadu replikační vidličky, je podle sesterské chromatidy dosyntetizována celá 
zbývající část DNA dvoušroubovice, což může vést ke ztrátě heterozygozity (Llorente t al., 2008). 
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2. 53BP1 a jeho lokalizace v průběhu buněčného cyklu 
2.1. 53BP1  
53BP1 byl identifikován použitím kvasinkového dvouhybridového systému jako protein 
interagující s C-terminální regulační doménou p53 (Iwabuchi et al., 1994). Přestože je schopný 
podporovat transaktivační aktivitu p53, není jasné, do jaké míry je tento jeho příspěvek k aktivaci 
p53 významný. Jedná se o velký protein tvořený 1972 aminokyselinami s velikostí 217 kDa, jehož 
gen se u lidí nachází na dlouhém raménku 15. chromoz u (Iwabuchi et al., 1998). 53BP1 nenese 
žádnou enzymovou aktivitu a funguje jako adaptorový multidoménový protein (Obr. 1). V násle-
dujících oddílech tak budou popsány funkce jednotlivých domén, popřípadě interakčních motivů, 
které 53BP1 obsahuje. 
 
 
Obr. 1 | 53BP1 – schéma rozložení domén a jeho interakční partneři. Převzato z Boultona a Panierové (2014), upraveno. 
 
Na C-konci 53BP1 se nacházejí tandemově uspořádané BRCT (BRCA1 C-terminal) domény. 
Rodina těchto domén byla identifikována na základě hledání sekvencí podobných tumor supresoru 
BRCA1 (breast cancer type 1 susceptibility protein). Tato analýza odhalila, že C-terminální část 
BRCA1 je homologní s C-terminální částí 53BP1 a RAD9 (DNA repair protein RAD9) proteinu 
z kvasinek (Koonin et al., 1996). Všechny tyto tři proteiny hrají klíčovou roli v ustanovení 
kontrolního bodu v reakci na poškození DNA a následných opravách. Následným prohledáváním 
databází se našly BRCT domény u dalších desítek proteinů, většina z nich má roli v metabolismu 
DNA, odpovědi buňky na poškození DNA a jejích opravách (Bork et al., 1997). BRCT domény mají 
několik funkcí. Nejvýznamnější je jejich schopnost rozeznávat a vázat fosforylované peptidové 
sekvence na proteinech, čímž umožňují specifické protein-protein interakce. Vzhledem k procesům, 
do kterých je většina proteinů nesoucí tyto domény zapojena, není překvapivé, že rozeznávané 
peptidové motivy jsou často fosforylované kinázami z rodiny PIKK. Nicméně u některých BRCT 
domén byla prokázána schopnost zprostředkovávat protein-protein interakce nezávisle na fosforylaci, 
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nebo dokonce vazba DNA a PAR (poly(ADP-ribose)) řetězců, jedné z prvních chromatinových 
značek v místech DNA poškození (Leung a Glover, 2011). Interakce mezi BRCT doménami 53BP1 
a DNA-vazebnou doménou p53 byla demonstrována na dvou nezávislých krystalových strukturách. 
Obě BRCT domény jsou dohromady sbaleny prostřednictvím konzervovaného rozhraní 
a mezidoménového spojovacího úseku. Tumor supresor p53 interaguje s první BRCT doménou 
a spojovacím úsekem (Derbyshire et al., 2002; Joo et al., 2002). Do jaké míry je tato interakce 
fyziologicky významná in vivo, pokud vůbec, zůstává nezodpovězeno. Další proteiny, které interagují 
s 53BP1 prostřednictvím jeho BRCT domén, jsou protein EXPAND12 (Huen et al., 2010) a RAD50 
(Lee et al., 2010). Jejich fyziologická role in vivo už významná je a bude popsána později. 
UDR (ubiquitylation-dependent recruitment) motiv, úsek 1604–1631, je zodpovědný za 
specifické rozeznávání monoubiquitinovaného histonu H2a na Lys 15 (H2AK15ub). Mutace 
v některých konzervovaných aminokyselinových zbytcích této sekvence jsou dostačující pro zabránění 
akumulace 53BP1 v místech poškození DNA (Fradet-Turcotte a Canny, 2013). 
Na UDR přímo navazují tandemově uspořádané Tudor domény. Ty patří do větší rodiny 
Tudor domén (Tudor „Royal family“), která obsahuje kromě Tudor i Chromo (chromatin organization 
modifier), MBT (malignant brain tumor) a PWWP (Pro-Trp-Trp-Pro) domény rozeznávající 
methylované lysiny histonů. Tudor domény tak zprostředkovávají interakce proteinů s chromatinem, 
jejíchž výsledkem bývá regulace transkripce nebo usnadnění oprav poškození DNA. Nicméně ěkteří 
členové této rodiny zprostředkovávají interakce s jinými proteiny (než histony) methylovanými na 
argininu, jež fungují v metabolismu RNA (Lu a Wang, 2013). Struktura tandemově uspořádaných 
Tudor domén 53BP1 byla rovněž ukázána rentgenovou krystalografií. Obě Tudor domény jsou 
složeny dohromady a mají celkem 10 beta-listů a jeden alfa-helix (Huyen et al., 2004). Vazebná kapsa, 
která je součástí N-terminální Tudor domény, specificky rozeznává dimethylovaný Lys 20 na histonu 
H4 (H4K20me2). O vysoké specifitě éto interakce svědčí i to, že 53BP1 neváže ani strukturně velmi 
podobný trimethylovaný Lys 20 na histonu H4 (Botuyan et al., 2006). 
Argininy, které jsou součástí GAR (glycin-arginin rich) motivu, úsek 1406–1413, jsou 
asymetricky methylované prostřednictvím PRMT1 (protein arginin methyltransferase I), přičemž tato 
methylace je nezávislá na poškození DNA a mutace GAR motivu neovlivňuje akumulaci 53BP1 
v místech poškození. Navíc bylo zjištěno, že se methylové GAR motivy vážou na DNA (Adams et 
al., 2005; Boisvert et al., 2005). Nebylo však nikdy zjištěno, jaký funkční význam pro 53BP1 tento 
methylovaný GAR motiv má. 
Bylo prokázáno, že in vivo se 53BP1 vyskytuje jako oligomer, a to nezávisle na poškození 
DNA. Za tuto vlastnost je zodpovědný úsek 1231–1277, který se označuje jako OD (oligomerization 
                                                 
2 Známý také jako MUM1 (mutated melanoma-associated ntigen 1). 
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domain) a je nezbytný pro správnou tvorbu fokusů (Adams et al., 2005; Zgheib et al., 2009). Kromě 
tvorby fokusů je OD nepostradatelný i při tvorbě synapsí DNA konců (Lottersberger et al., 2013), o 
nichž bude řeč v poslední kapitole. Studie, ve které se původní OD vyměňoval za jiné dobře známé 
úseky schopné oligomerizace, ukázala, že záměna za tetramerizační doménu je nejvíce efektivní 
v obnovení jeho schopnosti se hromadit v místech DNA poškození (Zgheib et al., 2009). Tyto studie 
nicméně nevylučují, že 53BP1 funguje jako dimer nebo se př s OD uspořádává do struktur složených 
z mnohem více podjednotek.  
Úsek 1220–1601 překrývající se s OD, GAR motivem a Tudor doménami se dříve 
označovala jako KBD (kinetochore binding domain). Bylo zjištěno, že je tato oblast zodpovědná za 
pozorovanou akumulaci 53BP1 v oblastech kinetochorů od profáze do střední anafáze. To spolu 
s pozorováním hyperfosforylace 53BP1 během mitózy vedlo k hypotéze, že jeho role může být i 
v signalizaci na kinetochoru (Jullien et al., 2002). Nicméně hypotéza nebyla dále potvrzena. 
Další neobjasněná oblast biologie 53BP1 je vazba LC8 (8 kDa dynein light chain) 
prostřednictvím tandemu vazebných míst pro tento protein (Lo et al., 2005). LC8 je součást 
molekulárních motorů dyneinu a myosinu, ale kromě toho interaguje s celou řadou proteinů a slouží 
jako molekulární zip umožňující dimerizaci a stabilizaci svých vazebných partne ů. Mezi ně patří 
proteiny zapojené do intracelulárního a jaderného transportu, mitózy, apoptózy a transkripční 
regulace (Rapali et al., 2011). O úloze interakce LC8-53BP1 tak můžeme zatím jen spekulovat. 
V rozsáhlé nestrukturované N-terminální části je rozmístěna řada S/TQ (Ser/Thr-Gln) míst. 
Ty jsou fosforylovány kinázami z rodiny PIKK (Kim et al., 1999). Některé jsou fosforylovány 
konstitutivně, jiné v závislosti na typu poškození prostřednictvím ATM nebo ATR kinázy (Jowsey et 
al., 2007). Význam těchto fosforylací bude diskutován dále.  
Kromě toho, že je funkce 53BP1 modulována těmito kinázami majícími klíčové postavení 
v buněčné odpovědi na poškození DNA, může být během mitózy fosforylován i prostřednictvím 
CDK1 (cyclin-dependent kinase-1) a Plk1 (polo-like kinase 1) kináz (van Vugt e al., 2010).  
 
2.2. Lokalizace 53BP1 v průběhu buněčného cyklu 
53BP1 je převážně jaderný protein. V G0/G1 fázi buněčného cyklu je 53BP1 v jádře 
částečně difúzně rozprostřen a částečně je součástí větších tělísek, která budou následně popsána. 
V roce 1998 byly popsány OPT (Oct-1, PTF, transcription)3 domény, pojmenované po transkripčních 
faktorech, které jsou s nimi asociovány (Pombo et al., 1998). V nedávně době bylo ukázáno, že 
transkripce v těchto oblastech neprobíhá a že tato tělíska, tvořená mimo jiné 53BP14 , mají roli 
v ochraně integrity obtížně replikovatelných úseků DNA (Harrigan et al., 2011; Lukas et al., 2011b). 
                                                 
3 Oct-1 (Octamer-binding protein 1), PTF (Pancreas tr nscription factor). 
4 Tyto OPT domény se proto nyní často označují podle tohoto proteinu jako 53BP1 tělíska.  
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Důsledkem replikačního stresu není totiž v oblastech náchylným ke zlomům dokončena replikace 
DNA. Vstup do mitózy, který je doprovázen kondenzací chromozomů, způsobí v těchto oblastech 
vznik DNA zlomů. Ty jsou přeneseny do dceřiných buněk, kde se kolem nich okamžitě vytvoří velká 
tělíska obohacená o 53BP1. Jejich výskyt je omezen jen a G0/G1 fázi buněčného cyklu a nejpozději 
po vstupu do S fáze mizí. Jejich role spočívá pravděpodobně v ochraně DNA zlomů před aktivitou 
nukleáz, dokud nebudou k dispozici adekvátní opravné mechanismy v průběhu S fáze (Harrigan et 
al., 2011; Lukas et al., 2011b). 
V S fázi má 53BP1 v jádře jemně granulární charakter, který v průběhu G2 fáze postupně 
vymizí a jeho rozložení v jádře se stává opět difúzní (Morales et al., 2003). Při rozpadu jaderné 
membrány na začátku mitózy je 53BP1 uvolně  do cytosolu a následně je transportován zpět do nově 
tvořených jader. Transport 53BP1 do jádra závisí na jeho interakci s importinem β a NUP153 
(nucleoporin 153 kDa), který je součástí jaderných pórů (Moudry et al., 2012). 
 
3. Směrování 53BP1 do míst poškození DNA 
Pro 53BP1 je typické, že se po indukci DNA poškození shlukuje v jádře do menších 
diskrétních objektů a vytváří tak tečkovaný vzor. Pro studium složení těchto objektů obklopujících 
dvouvláknové zlomy se používá především ionizující záření. Jsou proto nazývány IRIF (ionizing 
radiation-induced foci) a v této práci budou dále označovány jako fokusy. V následující části proto 
budou nejdříve stručně popsány některé děje a faktory, které jsou klíčové pro vznik fokusů 
s proteinem 53BP1. Poté se bude možné podrobněji zaměřit na asociaci 53BP1 s chromatinem 
v místech poškození DNA. 
 
3.1. Fokusy 
Vznik dvouvláknových zlomů (Obr. 2A) je okamžitě následován změnami struktury 
okolního chromatinu. Histony jsou označeny fosforylací, acetylací, methylací, ubiquitinací 
a SUMOylací. Navíc se v těchto oblastech akumuluje v rychlém a hierarchickém sledu celá řada 
proteinů, které hrají roli v buněčné odpovědi na poškození DNA (Lukas et al., 2011a).  
 Dvouvláknový zlom musí být prvně rozeznán (Obr. 2B). Funkci senzoru vykonává MRN 
komplex. Ten funguje jako heterohexamer. Za rozeznání a vazbu DNA konců je zodpovědná 
globulární hlava složena ze dvou nukleáz Mre11 a dvou ATPáz Rad50 (Hopfner et al., 2001). Dvě 
molekuly Nbs1 fungují jako flexibilní adaptory umožňující interakce s dalšími proteiny. Vazbou na 
Nbs1 se tak dostává do míst poškození DNA i ATM (Falck et al., 2005).  
ATM je aktivován v místech dvouvláknových zlomů (Obr. 2B) asociací s Nbs1 
(Difilippantonio et al., 2005). Mezi první substráty ATM patří histon H2AX, který je fosforylován na 
Ser 139 a označuje se dále jako γH2AX (Rogakou et al., 1998). Histon H2AX může být v kontextu 
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ionizujícím zářením indukovaných dvouvláknových zlomů redundantně fosforylován i další kinázou 
z rodiny PIKK, a to DNA-PK (Stiff et al., 2004). Kromě fosforylace na Ser 139 musí být H2AX 
i defosforylován fosfatázou EYA (eyes absent) na sousedním Tyr 142. Až tato kombinace umožní 
MDC1 (mediator of DNA damage checkpoint protein 1) vazbu na chromatin (Cook et al., 2009). 
 
 
Obr. 2 | Posloupnost vzniku fokusů. A | Vznik dvouvláknového zlomu DNA. B | Jeho rozeznáni senzorovým komplexem 
MRN a aktivace kinázy ATM vedoucí k fosforylaci okolního chromatinu. C | Nasednutí MDC1, které vede k ukotvení MRN 
komplexu a E3 ubiquitin ligázy RNF8 v těchto oblastech. Převzato z Jensen-Bekkera a Mailanda (2010), upraveno. 
 
MDC1 navázaný na γH2AX prostřednictvím tandemu svých BRCT domén umožňuje další 
akumulaci faktorů buněčné odpovědi na poškození DNA (Obr. 2C) v oblastech dvouvláknových 
zlomů (Stucki et al., 2005). MDC1 je konstitutivně fosforylovaný CK2 (casein kinase 2) na svých 
opakujících se STD (Ser-Thr-Asp) sekvencích (Melander et al., 2008). Ty jsou rozeznány BRCT 
a FHA (forkhead associated) doménami Nbs1. FHA jsoudalší fosfoprotein-vazebné domény typické 
pro proteiny buněčné odpovědi na poškození DNA. MRN komplex je tak ukotven přes fosforylovaný 
MDC1 na chromatin (Hari et al., 2010). Vazbou na Nbs1 je ukotvena v místech poškození i kináza 
ATM, což umožňuje šíření fosforylace H2AX na okolní nukleozomy. Ve výsledku oblast pokrytá 
γH2AX odpovídá vzdálenosti 1 Mbp DNA od původního místa poškození (Rogakou et al., 1999). 
ATM fosforyluje také methyltransferázu MMSET (multiple myeloma SET domain-containing 
protein), která je pak navázána na MDC1 prostřednictvím jeho tandemové BRCT domény a zvyšuje 
lokálně methylaci histonů (Pei et al., 2011). ATM je vyžadován i pro fosforylaci MDC1 na 
konzervovaných TQXP (Thr-Gln-X-Pro) místech. Na ně se váže E3 ubiquitin ligáza RNF8 (RING 
finger protein 8) prostřednictvím své FHA domény (Mailand et al., 2007). 
RNF8 asociuje po ozáření s další E3 ubiquitin ligázou, a to HERC2 (HECT domain and 
RCC1-like domain-containing protein 2) fosforylovanou na Thr 4827. Až komplex RNF8 a HERC2 
může efektivně interagovat s E2 konjugačním enzymem Ubc13 (ubiquitine-conjugating enzyme 13) 
a označit histony H2A, H2B a H2AX řetezci ubiquitinu spojenými přes Lys 63 (Obr. 3A), které 
většinou na rozdíl od těch spojenými přes Lys 48 hrají roli v buněčné odpovědi na poškození DNA 
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(Bekker-Jensen et al., 2010). Na H2Aub se váže E3 ubiquitin ligáza RNF168 (RING-finger ubiquitin 
ligase 168), která s E2 konjugačním enzymem Ubc13 rovněž polyubiquitinuje H2A a H2AX 
a amplifikuje tak předchozí iniciální ubiquitinaci (Obr. 3B) na úroveň potřebnou pro vazbu dalších 
faktorů (Doil et al., 2009; Stewart et al., 2009). 
 
 
Obr. 3 | 53BP1 a BRCA1 se dostávají do fokusů v závislosti na ubiquitinaci. A | Iniciální ubiquitinace je závislá na E2 
konjugačním enzymu Ubc13 a komplexu E3 ubiquitin ligáz RNF8 a HERC2. B | Na iniciální řetězce ubiquitinu se váže E3 
ubiquitin ligáza RNF168 s navázaným E2 konjugačním enzymem Ubc13 a ubiquitinuje další histony. C | Na tyto ubi-
quitinové značky nasedají 53BP1 a RAP80, který tvoří komplex s proteiny Abraxas (v obrázku označený jako ABRA1) 
a BRCA1. Převzato z Jensen-Bekkera a Mailanda (2010), upraveno. 
 
Na ubiquitinované histony H2A a H2B se váže prostřednictvím svých dvou UIM (ubiquitin 
interaction motif) Rap80 (BRCA1-A complex subunit RAP80), který umožňuje přeložení těchto 
histonových značek do efektivní buněčné odpovědi na dvouvláknové DNA zlomy (Wu et al., 2009). 
Rap80 totiž tvoří s několika dalšími faktory komplex, jehož základem je protein Abraxas (BRCA1-A 
complex subunit Abraxas). Fosforylovaný Abraxas je rozeznáván tandemovou BRCT doménou 
BRCA1 a umožňuje tak akumulaci BRCA1 ve fokusech, která je pro správný průběh oprav DNA 
poškození nezbytná (Kim et al., 2007; Sobhian et al., 2007; Wang et al., 2007). BRCA1 je součást 
fokusů jen v S a G2 fázi (Scully et al., 1997). Pro akumulaci 53BP1 ve fokusech jsou rovněž 
nepostradatelné ubiquitované histony H2A a dále pak methylované histony H4 (Botuyan et al., 2006; 
Fradet-Turcotte a Canny, 2013). 53BP1 na základě předešlé kaskády tvoří po vzniku DNA poškození 
fokusy, a to kdykoliv během interfáze (Anderson et al., 2001; Rappold et al., 2001; Schultz et al., 
2000; Xia et al., 2001). 
Fyziologický význam fokusů je stále předmětem debat. Koncentrování faktorů buněčné 
odpovědi na poškození DNA do fokusů obklopujících místa dvouvláknových zlomů amplifikuje 
signální odpověď a shromáždí do těchto míst všechny potřebné enzymatické aktivity. DNA koncům 
může být bráněno v dalším rozpadu nebo nevhodné opravě. Jsou to tedy místa, kde se rozhoduje o 
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adekvátním způsobu opravy DNA. Navíc je v těchto oblastech utlumena transkripce, jejíž průběh by 
mohl poškození ještě zhoršit (Shanbhag et al., 2010). 
 
3.2. Asociace s chromatinem 
V předchozí části byla popsána kaskáda, která umožňuje akumulaci 53BP1 v oblastech DNA 
zlomů. Pro jeho směrování do těchto fokusů je nezbytný úsek 1220–1711 obsahující UDR (Fradet-
Turcotte a Canny, 2013), OD (Zgheib et al., 2009) a tandem Tudor domén (Huyen et al., 2004). Dříve 
již bylo rovněž uvedeno, že mu jedna z tandemu Tudor domén propůjčuje schopnost se vázat na 
chromatin přes H4K20me2 (Botuyan et al., 2006), zatímco prostřednictvím UDR váže H2AK15ub 
(Fradet-Turcotte a Canny, 2013). V této části se tedy podrobněji zaměřím na jeho asociaci 
s chromatinem. 
Histon H4 může být na svém lysinu 20 methylován, a to jednou, dvakrát nebo třikrát. Z těchto 
histonových značek je nejčastější H4K20me2, která se v nepoškozených buňkách vyskytuje na 85 % 
nukleozomů (Schotta et al., 2008). Methylovaný H4K20 je v jádře rozeznáván celou řadou proteinů, 
které mají domény z rodiny Tudor (Obr. 4A). Navíc ho některé tyto proteiny váží mnohem silněji než 
53BP1. Polycomb protein L3MBTL1 (lethal(3)malignant brain tumor-like protein 1) má k H4K20me2 
6krát větší afinitu než 53BP1 (Li et al., 2007), histonová demethyláza JMJD2A (jumonji domain-
containing protein 2A) dokonce 25krát větší (Mallette et al., 2012). V buňkách bez poškození DNA tak 
několik proteinů s různou úspěšností kompetuje o vazbu na H2K20me2. Nicméně i v nepoškozených 
buňkách je stále velká část 53BP1 vázána na chromatin (Bekker-Jensen et al., 2005). 
Dojde-li k DNA poškození, je v oblastech DNA zlomu L3MBTL1 prostřednictvím RNF8 
a RNF168 polyubiquitinován (Obr. 4B). Takto označený L3MBTL1 je rozeznán ATPázou VCP 
(valosin-containing protein), která patří do rodiny AAA+ 5  a umožňuje odstranění L3MBTL1 
z okolního chromatinu (Acs et al., 2011). 
RNF168 v těchto místech rovněž polyubiquitinuje JMJDJ2A (Obr. 4C) a tím ho směřuje 
k degradaci proteazomem (Mallette et al., 2012). Nepřítomnost obou proteinů na chromatinu 
obklopujícím dvouvláknové zlomy DNA umožňuje vazbu 53BP1 na nově uvolněný H4K20me2 
a akumulaci 53BP1 v těchto oblastech. 
Dřívější studie ukazovaly, že pro schopnost 53BP1 se shromažďovat do fokusů je důležitá 
lokální de novo methylace histonu H4 (Obr. 4D) SETD8 (SET domain-co taining protein 8) 
methyltransferázou (Oda et al., 2010) a MMSET methyltransferázou (Pei et al., 2011). Novější studie 
sice potvrdila důležitost SETD8 pro tvorbu fokusů, ale zároveň ukázala, že zastoupení H4K20me2 se 
v místech poškození výrazně emění (Hsiao a Mizzen, 2013). 
                                                 
5 AAA+ (ATPases associated with diverse cellular activities). 
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Obr. 4 | Vznik dvouvláknového zlomu vyvolá buněčnou odpověď, která umožní 53BP1 asociovat s chromatinem v místě 
poškození. A | V nepoškozených buňkách je methylovaný histon H4K20 obsazen proteiny L3MBTL1 a JMJD2A. B | Po 
vzniku dvouvláknového zlomu je L3MBTL1 v závislosti na E3 ubiquitin ligázách RNF8 a RNF168 ubiquitinován a následně 
odstraněn z chromatinu ATPázou VCP. C | RNF168 rovněž ubiquitinuje JMJD2A a tím ho směřuje k degradaci 
proteazomem. D | Zastoupení volně přístupného metyhlovaného H4K20 v místech poškození DNA dále může zvýšit i de 
novo methylace methyltransferázami SETD8 a MMSET. E | Navíc musí dojít k deacetylaci histonu H4 na Lys 16. Až 
kombinace dějů B–E umožní 53BP1 vázat H4K20me2 prostřednictvím jeho Tudor domén. F | RNF168 ubiquitinuje 
v místech poškození DNA mimo jiné i histon H2A a vytváří tak H2AK15ub, chromatinovou značku vyžadovanou pro vazbu 
53BP1 na chromatin prostřednictvím jeho UDR motivu. G | Lokální nahromadění 53BP1 v oblastech obklopujících dvou-
vláknový zlom DNA je tedy dáno schopnosti 53BP1 vázat uvolněný H4K20me2 Tudor doménou a nově vytvořený 
H2AK15ub UDR motivem spolu s jeho schopností se oligomerizovat. Převzato z Boultona a Panierové (2014), upraveno.  
 
Histon H4 acetylovaný na lysinu 16 funguje jako antagonista vazby 53BP1 na H4K20me2. 
Během časné fáze buněčné odpovědi na poškození DNA proto musí dojít k lokální deactylaci (Obr. 
4E) histonu H4 (Hsiao a Mizzen, 2013). HDAC (histone deacetylases) podporují 53BP1 v tvorbě 








na chromatinu. Důvodem je, že acetylace H4K16 vede k zamaskování kladného náboje, a tím 
k vyrušení elektrostatické interakce mezi histonem H4 a jednou z několika konzervovaných 
záporných aminokyselin C-terminální Tudor domény 53BP1. Ukázalo se tedy, že C-terminální Tudor 
doména je důležitá pro správné směrování 53BP1 při vazbě H4K20me2 (Tang et al., 2013).  
Histon H2A je v reakci na DNA poškození monoubiquitinovaný na lysinech 13–15 (Obr. 4F) 
katalytickou aktivitou RNF168 (Mattiroli et al., 2012). 53BP1 rozeznává H2A15ub prostřednictvím 
UDR (Fradet-Turcotte a Canny, 2013). Během mitózy, kdy přítomnost 53BP1 v oblastech DNA 
poškození přináší více škody než užitku, je fosforylován mitotickými kinázami na dvou zbytcích 
v UDR motivu. Tím mu je znemožně o vázat H2Aub a inhibice vazby je zvrácena až v G1 fázi 
fosfatázovým komplexem PP4 (protein phosphatase 4), který tyto zbytky defosforyluje (Lee t al., 
2014; Orthwein et al., 2014). 
Specifická akumulace 53BP1 v oblastech chromatinu obklopujících poškození DNA je tak 
dána unikátní kombinací několika histonových značek a jeho schopností je rozeznávat (Obr. 4G). 
Jakmile je nahromaděn ve fokusech, začnou se v nich koncentrovat i jeho interakční partneři. 
V souvislosti s chromatinem je důležitá jeho asociace s proteinem EXPAND1, který se ukázal být 
důležitý pro správnou opravu DNA zlomů. EXPAND1 obsahuje doménu z rodiny Tudor (PWWP), 
jejímž prostřednictvím je navázán na chromatin i v neporušených buňkách. S proteinem 53BP1 
interaguje prostřednictvím jeho BRCT domény a v závislosti na něm se hromadí ve fokusech 
a způsobuje rozvolnění chromatinu (Huen et al., 2010). 53BP1 může prostřednictvím svého 
vazebného partnera EXPAND1 způsobit relaxaci chromatinu v oblastech obklopujících DNA zlomy. 
Tím se usnadní přístup do těchto míst ostatním faktorům buněčné odpovědi na poškození DNA. 
Nicméně role 53BP1 v opravách DNA je mnohem pestř jší a bude popsána v následující částech. 
 
4. Funkce 53BP1 v ustanovení kontrolního bodu buněčného cyklu 
C-terminální část 53BP1 je značně podobná C-terminální části proteinů s dobře ustanovenou 
rolí v kontrolních bodech buněčného cyklu v reakci na DNA poškození, a to RAD9 ze Saccharomyces 
cerevisiae (Weinert a Hartwell, 1988) a Crb2 (Cut5-repeat-binding 2) ze Schizosaccharomyces pombe 
(Saka et al., 1997; Willson et al., 1997). Tato pozorování vedla k upření pozornosti na funkci 53BP1 
v ustanovení kontrolních bodů po DNA poškození. Navzdory velkému očekávání není jeho role 
v těchto procesech výrazná (Morales et al., 2003; Ward a Minn, 2003).  
53BP1 amplifikuje ATM signalizaci po DNA poškození, která by v případě malého poškození 
nemusela být dostatečná k zastavení buněčného cyklu. V důsledku toho by buňka s neopravenou DNA 
mohla vstoupit do další fáze a i jeden DNA zlom by mohl způsobit fatální problém (Shibata et al., 2010). 
V 53BP1-deficientních buňkách je po mírném poškození pozorována redukce fosforylace substrátů ATM 
jako je p53, Chk2 a BRCA1. V G1 fází nedochází k dostatečné stabilizaci p53. V S fázi tyto buňky 
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replikují svůj genom i s poškozenou DNA jako důsledek neschopnosti ustanovit intra-S kontrolní bod
buněčného cyklu. 53BP1-deficientní buňky s neopraveným DNA poškozením mohou rovněž vstupovat 
do mitózy v důsledku neaktivovaného G2/M kontrolního bodu buněčného cyklu. Naopak při větší míře 
poškození je ATM signalizace aktivována dostatečně a buňky s DNA poškozením ustanovují všechny 
kontrolní body i bez 53BP1(DiTullio et al., 2002; Fernandez-Capetillo et al., 2002; Mochan et al., 2004; 
Wang et al., 2002). 
Zatímco iniciace signalizace vyžaduje 53BP1 jenom v případě malého poškození, pro 
udržení buňky v zastaveném stavu je 53BP1 potřeba nezávisle na rozsahu původního DNA poškození 
(Shibata et al., 2010). Pro schopnost podporovat kinázovou aktivitu ATM se ukázala být důležitá 
schopnost 53BP1 vázat svými BRCT doménami RAD50. RAD50 je součástí MRN komplexu, který 
usnadňuje aktivaci ATM. Asociace 53BP1 a MRN tak ještě dále amplifikuje původní signál o 
přítomnosti dvouvláknového zlomu (Lee t al., 2010).  
 
5. 53BP1 na křižovatce reparačních drah 
Kinetika oprav je v G1 a G2 fázi stejná a skládá se z rychlé složky, která opraví většinu DNA 
dvouvláknových zlomů, a pomalé složky, která je zodpovědná za opravu zbylých 10–25 %. Rychlou 
složku představuje v obou fázích NHEJ. Pomalá složka oprav je závislá na ATM a endonukleáze 
Artemis a opravuje zlomy lokalizované hlavně do heterochromatinu. V G1 fázi je pomalou složkou 
rovněž NHEJ, zatímco v G2 ji představuje HR. V S fázi situaci navíc komplikují rozpady replikačních 
vidliček. Ty produkují jeden DNA konec, jehož opravu zajistí HR. Pro opravu dvouvláknových zlomů 
se dvěma konci je ale i v S fázi důležitý NHEJ (Beucher et al., 2009; Deckbar et al., 2007; Goodarzi 
et al., 2008; Riballo et al., 2004; Rothkamm a Krüger, 2003).  
Jak již bylo uvedeno v první kapitole, vytvoření dlouhého 3’ jednovláknového přesahu DNA 
se označuje jako resekce. Resekce DNA v 5’→ 3’ směru exonukleázou Exo1 (Exonuclease 1) spolu 
s helikázou BLM (Bloom syndrome protein) je prvním krokem HR (Nimonkar et al., 2008) a zároveň 
krokem, který je přísně regulován. Při této regulaci se integrují informace z průběhu buněčného cyklu 
a buněčné odpovědi na poškození DNA. Zatímco u kvasinek jsou faktory zapojené do resekce 
a interakce mezi nimi relativně dobře prozkoumány, u obratlovců je poznání teprve na začátku. 
Resekce převažuje v S a G2 fázi, kdy je dostupná sesterská chromatida. Pro její zahájení je důležitá 
vazba CtIP (CtBP-interacting protein) na MRN komplex, která podporuje endonukleázovou aktivitu 
Mre11, a tím i resekci (Sartori et al., 2007). Pro účinnou resekci jsou důležité CDK1/2 fosforylace, 
a to u CtIP na Thr 847 (Huertas a Jackson, 2009) a u Nbs1 na Ser 432 (Falck et al., 2012). CtIP je 
fosforylován i na Ser 327, což umožní jeho vazbu na BRCT domény BRCA1 (Yu a Chen, 2004). 
V S a G2 fázi se tak na resekci může podílet i komplex BRCA1-CtIP-MRN (Chen et al., 2008).  
BRCA1 je tedy zapojen do prvního kroku HR, který vede ke vzniku RAD51 filament 
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(Schlegel et al., 2006). V G1 fázi je resekce naopak silně hibována. O roli 53BP1 v této inhibici se 
vědělo dlouho. Nicméně mechanismus, kterým k tomu dochází, byl poodhalen ž v nedávné době 
nezávisle pěti laboratořemi (Escribano-Díaz et al., 2013; Feng et al., 2013; Chapman et al., 2013; Di 
Virgilio et al., 2013; Zimmermann et al., 2013). V následující části bude popsán model role 53BP1 
a BRCA1 v směrování opravy dvouvláknového zlomu na jednu nebo druhou opravnou dráhu, včetně 
role Rif1 (Rap1-interacting factor 1) a PTIP (Pax transactivation domain-interacting protein) v této 
regulační smyčce. Ve druhé části této kapitoly bude demonstrována důležitost protichůdného 
působení 53BP1 a BRCA1 na příkladu BRCA1 deficientních buněk. 
 
5.1. Protichůdné aktivity 53BP1 a BRCA1 
Volba reparační dráhy, kterou bude DNA dvouvláknový zlom opraven, j  mimo jiné závislá 
na protichůdných aktivitách proteinových komplexů 53BP1-Rif1 a BRCA1-CtIP. 53BP1-Rif1 chrání 
DNA konce před resekcí a tím stimuluje NHEJ, zatímco BRCA1-CtIP podporuje resekci 5’ konce 
DNA a tím HR (Obr. 5). Výsledek této regulační smyčky, která umožňuje v S a G2 fázi opravu 
pomocí HR, je závislý na pozici buňky v buněčném cyklu a zajišťuje se jim zvolení adekvátní dráhy 
(Escribano-Díaz et al., 2013; Feng et al., 2013; Chapman et al., 2013; Di Virgilio et al., 2013; 
Zimmermann et al., 2013). 
 
 
Obr. 5 | Protichůdný vliv 53BP1 a BRCA1 na výběr dráhy zajišťující opravu DNA. V G1 fázi je součástí fokusů 53BP1 
se svým interakčním partnerem Rif1. Rif1 slouží jako efektor 53BP1-zprostředkovaného vyloučení BRCA1 z fokusů 
a zabraňuje resekci DNA konců, čímž podporuje NHEJ. V S a G2 fázi je součástí fokusů i BRCA1 interagující s fosfo-
rylovaným CtIP. CtIP slouží jako efektor BRCA1-zprostředkovaného vyloučení Rif1 z fokusů a podporuje resekci DNA 
konců, čímž podporuje HR. Fosforylovaný CtIP podporuje resekci i nezávisle na BRCA1, a to prostřednictvím interakce 
s MRN komplexem. Převzato ze Zimmermanna a de Langeové (2014), upraveno. 
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Úroveň exprese BRCA1 se v průběhu buněčného cyklu nemění. I když je v G1 exprimován, 
není součástí fokusů. Za toto vyloučení je zodpovědný 53BP1. Potřebuje k tomu Tudor domény, které 
jsou nutné pro jeho schopnost se akumulovat v místech dvouvláknových DNA zlomů, a svou N-
koncovou oblast, která obsahuje S/TQ místa fosforylovaná ATM. ATM zprostředkovaná fosforylace 
53BP1 je nezbytná pro vazby Rif1 proteinu, který je ef ktorem tohoto 53BP1-zprostředkovaného 
vyloučení BRCA1 z fokusů v G1 fázi buněčného cyklu (Escribano-Díaz et al., 2013; Feng et al., 
2013; Chapman et al., 2013; Di Virgilio et al., 2013; Zimmermann et al., 2013). 
Rif1 byl původně identifikován v Saccharomyces cerevisiae jako protein vyžadovaný pro 
regulaci délky telomer (Hardy et al., 1992). Později se ukázalo, že jeho lidský ortholog není asociován 
s nepoškozenými telomerami, ale jeho funkce je v buněčné odpovědi na poškození DNA (Silverman et 
al., 2004). Rif1 protein interaguje s 53BP1 prostřednictvím své N-terminální domény skládající se 
převážně z opakujících se HEAT (Huntington-EF3-PR65/A-TOR) motivů, které umožňují proteinové 
interakce. Jestli se váže na 53BP1 přímo prostřednictvím své doposud neodhalené fosfoprotein-vazebné 
domény nebo jestli je jeho interakce s 53BP1 zprostředkována prostřednictvím dalšího proteinu, 
zůstává neobjasně o. K vyloučení BRCA1 je nicméně potřebná jeho C-terminální část, která mimo jiné 
interaguje s BLM. Nejde tedy o prostou kompetici o vazebná místa na Rif1, ale přesný mechanismus 
vyloučení není znám. Rif1, stejně jako 53BP1, blokuje resekci DNA konců a tvorbu RAD51 filament 
(Escribano-Díaz et al., 2013; Feng et al., 2013; Chapman et al., 2013; Di Virgilio et al., 2013). Na 
důležitost interakce mezi Rif1 a BLM ukázala studie, v  které se zjistilo, že v nepřítomnosti 53BP1 
a Rif1 zprostředkuje BLM helikáza rozsáhlou resekci DNA konců. Naopak v jejich přítomnosti se 
podílí na ochraně před touto resekcí (Grabarz et al., 2013).  
V S a G2 fázi buněčného cyklu je naopak z fokusů vyloučen Rif1 (Feng et al., 2013; 
Chapman et al., 2013), a to působením BRCA1-CtIP komplexu (Escribano-Díaz et al., 2013). 
BRCA1 interaguje s CtIP prostřednictvím své BRCT domény. Ke vzniku tohoto komplexu a jeho 
následné aktivitě jsou potřebné CDK-dependentní fosforylace CtIP na Ser 327 umožňující interakci 
s BRCA1 (Yu a Chen, 2004) a na Thr 847 zvyšující aktivitu CtIP v resekci konců (Huertas a Jackson, 
2009). K těmto fosforylacím nedochází v G1. Buněč ým cyklem řízené fosforylace CtIP, které jsou 
podmínkou sestavení komplexu BRCA-CtIP inhibujícího NHEJ, tak mohou částečně vysvětlit 
schopnost reparačních drah vnímat fázi buněčného cyklu.  
Překvapivou proměnnou do kontroly resekce zprostředkované 53BP1 přineslo popsání 
chování PTIP. Ten se v jádře podílí na regulaci genové exprese. Je totiž součástí histonových 
methyltransferázových komplexů, které katalyzují methylaci histonu H3 na Lys 4 a tím transkripčně 
aktivují takto označený chromatin (Cho et al., 2007; Patel et al., 2007). Část jaderné populace PTIP 
se po poškození DNA stává součástí fokusů a účastní se tak buněčné odpovědi na poškození DNA. 
Ve fokusech prostřednictvím svých BRCT domén váže mimo jiné fosforylovaný 53BP1 (Gong et al., 
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2009). PTIP pro svou interakci s 53BP1 využívá prvních 8 S/TQ motivů na 53BP1, zatímco Rif1 
potřebuje následných 7 S/TQ motivů. V místech poškození pak brání resekci DNA konců a podporuje 
tak NHEJ, avšak v jiných případech než Rif1 (Callen et al., 2013), jak bude dále ukázáno.  
Další protein, u kterého bylo prokázáno zapojení do této regulační smyčky, je fosforylovaný TRF1 
(telomeric repeat factor 1). Tento protein je normálně asociován s telomerami, nicméně část endogenního 
TRF1, která je fosforylovaná CDK na Thr 371, existuje v buněčném jádře samostatně (McKerlie a Zhu, 
2011). Fosforylovaná frakce TRF1 se akumuluje v místech poškození DNA v závislosti na ATM 
a podporuje tam resekci DNA konců a tím následně HR. K jeho směřování do míst DNA poškození je nutná 
BRCA1. Naopak 53BP1 a Rif1 brání jeho akumulaci v místech DNA poškození (McKerlie et al., 2013).  
53BP1 i BRCA1 tak slouží jako základny pro nasedání dalších proteinů. Pro objasnění 
mechanismu, kterým 53BP1 a BRCA1 se svými efektorovými proteiny brání/podporují resekci a tím 
ovlivňují výběr reparační dráhy, budou jistě užitečné další studie. 
 
5.2. Patologický NHEJ v BRCA1 deficientních buňkách 
Mutace v genu pro BRCA1 jsou známy pro svou častou asociaci s rakovinou prsu 
a vaječníků. Poškození obou alel tohoto genu vede u myší k smrti e bryí, která je doprovázená 
rozsáhlými apoptotickými procesy. Tento fenotyp je zvrácen delecí p53. Nicméně právě ztráta tohoto 
tumor supresoru nastartuje tvorbu nádorů (Xu et al., 2001). Pro BRCA1 deficienci je typická 
nestabilita genomu, která je důsledkem poškození oprav DNA pomocí HR a následná zvýšená 
aktivace ATM-Chk2-p53 signální dráhy (Cao et al., 2006). To vysvětluje i další typické znaky tohoto 
fenotypu, kterými jsou předčasná senescence a apoptóza.  
Pro léčbu nádorů s mutovaným genem pro BRCA1 se ukázalo být naděj é terapeutické 
cílení PARP (Poly(ADP-ribose) polymerase). PARP usnadňuje zejména opravy jednovláknových 
DNA zlomů (Woodhouse et al., 2008). Z těch se, pokud zůstanou neopraveny, stávají v S fázi 
replikací dvouvláknové zlomy. A právě tyto zlomy vzniklé v důsledku rozpadu replikační vidličky 
vyžadují opravu prostřednictvím HR. Buňky defektní v homologní rekombinaci, mezi které patří i ty 
bez řádně fungujícího proteinu BRCA1, jsou proto citlivé na i hibitory PARP. Ty se zdají být slibnou 
terapeutickou látkou (Bryant e al., 2005). 
Bylo dokázáno, že za část výše uvedených projevů je zodpovědný 53BP1. Jeho delece totiž 
v BRCA1 deficientních myších sníží embryonální letalitu a tumorigenezi, zvrátí předčasné stárnutí 
a nadměrnou apoptózu (Cao et al., 2009). Snížení exprese 53BP1 v BRCA deficientních buňkách 
obnoví opravu homologní rekombinací, zvrátí jejich hypersenzitivitu k látkám poškozujícím DNA 
a tvorbu aberantních chromozomových formací (Bouwman et al., 2010; Bunting et al., 2010). Není 
proto překvapením, že důvodem rezistence k PARP inhibitoru při klinických studiích nádorů bývá 
mimo jiné i ztráta 53BP1 (Jaspers et al., 2013). 
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Zvrácení fenotypu delecí 53BP1 v BRCA1-deficientních buňkách by tak odpovídalo výše 
navrženému modelu, podle nějž v nepřítomnosti BRCA1 zůstává 53BP1-Rif1 komplex v místech 
poškození DNA i v S a G2 fázi buněčného cyklu a stimuluje tak NHEJ v pří adech, ve kterých by 
byla umožněna oprava pomocí HR. Rif1 nicméně pouze zmírňuje defekt v opravě DNA v BRCA1-
deficientních buňkách, které jsou i bez Rif1 stále znač ě citlivé na PARP inhibitor (Escribano-Díaz 
et al., 2013; Feng et al., 2013; Chapman et al., 2013; Zimmermann et al., 2013). V případě 
patologického NHEJ totiž 53BP1 blokuje HR prostřednictvím svého vazebného partnera PTIP. Až 
ztráta PTIP vede k obnovení genomové stability a HR v buňkách s nefunkčním proteinem BRCA1 
(Callen et al., 2013).  
 
6. Role 53BP1 v opravách DNA 
Jak bylo popsáno v předchozí části, 53BP1 je důležitý pozitivní regulátor NHEJ 
zprostředkovaných oprav, který chrání dvouvláknové zlomy DNA před resekcí během G1 fáze 
buněčného cyklu. Role 53BP1 v opravách DNA byla studována na čtyřech modelových případech 
(Obr. 6). 53BP1 je důležitý pro rozvolnění struktury heterochromatinu, dojde-li k dvouvláknovému 
zlomu v těchto oblastech. Zvětšuje mobilitu telomer, které přišly o svůj ochranný proteinový komplex 
a tím umožňuje jejich fúzi. Navíc je součást synapsí, které drží DNA konce u sebe, a umožňují jejich 
spojení. A to jak během V(D)J rekombinace vzdálených segmentů, tak při izotypovém přesmyku. 
Nyní tedy budou postupně představeny speciální pří ady dvouvláknových DNA zlomů, které byly 
využity pro studium role vlivu 53BP1 na DNA opravy. 
 
6.1. Opravy v heterochromatinu 
Heterochromatin je značně kondenzovaný a pro reparační faktory špatně přístupný. Opravy 
dvouvláknových zlomů v těchto oblastech představují frakci 10–25 % oprav, které probíhají pomalou 
kinetikou a jsou závislé na ATM (Goodarzi et al., 2008; Riballo et al., 2004). Jedním z klíčových 
proteinů, které má vliv na opravu DNA v heterochromatinu, je transkripční korepresor KAP-1 
(KRAB-associated protein 1). Ten je v reakci na přítomnost dvouvláknového zlomu fosforylován na 
Ser 824. Fosforylovaný KAP-1 stojí na začátku dráhy, která ve výsledku způsobí v okolí DNA zlomů 
relaxaci heterochromatinu a umožní opravy (Ziv et al., 2006). Fosforylace KAP-1 se nejdříve rychle 
rozšíří po celém chromatinu. Po první dočasné fázi zůstává fosforylován jen KAP-1 v okolí DNA 
zlomu, a to po dobu potřebnou na opravu. Přetrvávající fosforylace KAP-1 je umožně a proteinem 
53BP1, který je zodpovědný za udržení vysoké koncentrace ATM ve fokusech (Noon et al., 2010). 
53BP1 váže svými BRCT doménami RAD50 podjednotku MRN komplexu. A protože MRN váže 
ATM, vede tato interakce k amplifikaci kinázové aktivity ATM (Lee et al., 2010). Fosforylace KA1 
způsobí rozrušení jeho vazby s chromatinovým remodelačním enzymem CHD3 (chromodomain-
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helicase-DNA-binding protein 3), který normálně přispívá k udržování chromatinu v kompaktním 
stavu (Goodarzi et al., 2011).  
 
 
Obr. 6 | Role 53BP1 se studovala na čtyřech modelových procesech. | V heterochromatinu opravám dvouvláknových zlomů 
brání mimo jiné interakce mezi KAP-1 a chromatinovým remodelačním enzymem CHD3. Tato interakce je přerušena 
fosforylací KAP-1 prostřednictvím kinázy ATM, která je koncentrována v oblastech DNA poškození prostřednictvím 53BP1. | 
Telomery, které přišly o svůj ochranný proteinový komplex, se brání erozi DNA konců fúzí. Při hledání druhého konce DNA 
musí být překonány značné vzdálenosti. 53BP1 podporuje tento proces zvýšením mobility telomer v jádře. | Při přestavbách 
imunoglobulinových genů vznikají štěpením RAG rekombinázami v případě V(D)J rekombinace nebo aktivitou deaminázy 
AID při izotypovém přesmyku DNA konce. Pro následné správné spojení vzniklých DNA konců a odstranění sekvence mezi 
místy štěpení jsou důležité oligomery 53BP1. Převzato z Noonové a Goodarziho (2011), upraveno. 
 
6.2. Fúze nechráněných telomer 
Konce savčích chromozomů jsou tvořeny rozsáhlými tandemově se opakujícími TTAGGG 
sekvencemi a 3’ jednovláknovým přesahem. Na tyto sekvence a DNA přesah nasedá šest proteinů, 
které tvoří tzv. shelterin komplex. Telomery mají dvě klíčové funkce. První z nich je ochrana sebe 
sama před zkracováním v důsledku vrozené funkční limitace replikačního aparátu. Druhou úlohou je 
zabránit buňce, aby je rozeznávala jako dvouvláknové zlomy, zastavila postup buněčným cyklem 
a spustila jejich opravu (Jain a Cooper, 2010). 
Konce nefunkčních telomer, které přišly o svůj ochranný proteinový komplex, jsou rozeznány 
jako poškození DNA a jsou asociovány s typickými faktory fokusů jako je γH2AX, ATM, Mre11 
a 53BP1, které se kolem nich začnou akumulovat (Takai et al., 2003). Tyto fokusy se označují jako TIF 
(telomere dysfunction-induced foci). Ztráta proteinů z ochranného shelterin komplexu vyvolá masivní 
fúzi telomer. Ta může být vykonána NHEJ, popří adě jeho variantou A-EJ (alternative end-joining), 
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která pro svůj průběh vyžaduje vznik krátkého DNA přesahu (Rai et al., 2010). NHEJ telomer probíhá 
primárně v G1 fázi, zatímco v S a G2 je inhibován prostřednictvím CDK (Konishi a de Lange, 2008). 
53BP1 tomuto procesu napomáhá dvěma způsoby. V souladu se svojí obecnou schopností blokovat 
resekci chrání i tyto DNA konce před degradací (Sfeir a de Lange, 2012). V kontextu fúze telomer se 
však odhalila jeho další vlastnost. Ukázalo se, že nechráněné telomery jsou více pohyblivé a křižují 
skrze větší oblasti v jádře. Změna dynamiky chromatinu, která toto umožňuje, je způsobena 53BP1. Jde 
o lokální změnu, která je pozorována jen v oblastech, které odpoví ají akumulaci 53BP1 (Dimitrova et
al., 2008). Výsledkem této změny mobility tak je i větší pravděpodobnost, že se konce DNA dostanou 
do blízkosti jiných a bude moci proběhnout fúze. NHEJ nefunkčních telomer podporuje jak PTIP, tak 
Rif1. Nicméně Rif1 nemá vliv na mobilitu telomer (Callen et al., 2013; Zimmermann et al., 2013). 
Vlivem PTIP na změnu této mobility se doposud žádná publikace nezaobír la.  
 
6.3. Tvorba synapsí při přestavbách imunoglobulinových genů 
Pro V(D)J rekombinaci a izotypový přesmyk je společné, že během těchto procesů dochází 
ke vzniku čtyř DNA konců. Sekvence mezi místy štěpení se musí odstranit a nově vzniklé konce záhy 
spojit. Právě pro tento krok je nepostradatelný 53BP1. Pro jeho funkci v imunitním systému je klíčová 
jeho oligomerizační doména (Bothmer et al., 2011; Lottersberger et al., 2013). To vedlo k navržení 
modelu, podle něhož tvoří synapse, které k sobě tyto často dosti vzdálené konce DNA přiblíží, 
popřípadě zajistí odstranění vystřižené sekvence.  
 
6.3.1. Synapse během V(D)J rekombinaci 
V(D)J rekombinace je proces, při kterém se tvoří variabilní úseky protilátek a antigenních 
receptorů, které rozpoznávají antigen. Při tomto ději se k sobě náhodně sestaví V, D a J segmenty 
imunoglobulinových genů. K tomuto jevu dochází v časných fázích vývoje lymfocytů. K zahájení 
tohoto procesu jsou potřeba RAG1/2 (V(D)J recombination-activating protein 1/2) rekombinázy, 
jejichž exprese je výlučná pro vyvíjející se lymfocyty. RAG rekombinázy štěpí DNA specificky 
v konzervovaných krátkých signálních sekvencích mezi V, D a J segmenty a mají schopnost vytvářet 
synapse mezi místy štěpení, což usnadňuje následné spojení sestřižených genů. DNA je opravena 
pomocí NHEJ (Dudley et al., 2005). 
Defekt ve V(D)J rekombinaci v nepřítomnosti 53BP1 byl zpočátku přehlížen (Manis et al., 
2004). Ztráta 53BP1 totiž vede k poruše spojování je  vzdálenějších V-DJ segmentů a rozsáhlé 
degradaci neopravených konců. Výsledkem je porucha integrity imunoglobulinového receptoru, 
apoptóza a snížení počtu lymfocytů. V souladu s představou o schopnosti RAG rekombináz vytvářet 
v místě štěpení synapse, není rekombinace mezi blíže ležícími segmenty ovlivněna, ba dokonce 
v absenci 53BP1 upřednostňována (Difilippantonio et al., 2008).  
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6.3.2. Synapse během izotypového přesmyku 
Izotypový přesmyk je proces, při kterém vznikají protilátky se stejnou antigenní specifitou, 
ale s jinou efektorovou funkcí. Při tomto ději se delecí odstraní jeden až několik exonů konstantní 
části imunoglobulinového těžkého řetězce a jako výsledek je pak do proteinu translatován segment 
konstantní části, který je nejblíž variabilní oblasti. K tomuto jevu dochází během terminální 
diferenciace B-lymfocytů po jejich aktivaci antigenem (Dudley et al., 2005).  
Celý proces zahajuje deamináza AID (activation-induced cytidine deaminase), jež je 
exprimována pouze v aktivovaných B-lymfocytech germinálního centra. AID provádí deaminaci 
cytidinů na jednovláknové DNA. K tomu dochází jen v oblastech rozsáhlých přesmykových sekvencí 
se zahájenou transkripcí. Nesprávné párování uracil  guanosinu aktivuje MMR (mismatch repair) 
systém, který chybné nukleotidy vystřihne. Dvouvláknový zlom vzniká jako důsledek 
jednovláknových zlomů v těsné blízkosti na obou vláknech DNA (Schrader, 2005; Schrader et al., 
2007). Přesmykové sekvence jsou od sebe dosti vzdáleny a před s ojením zlomů DNA pomocí NHEJ 
se tyto konce musí přiblížit. 
Ztráta 53BP1 vede k vážným poruchám izotypového přesmyku. Rekombinace na větší 
vzdálenost mezi přesmykovými sekvencemi, která je klíčová pro správný průběh, je výrazně oslabena. 
Místo toho dochází k rekombinacím uvnitř přesmykových oblastí (Reina-San-Martin et al., 2007). 
Jeho roli při spojování vzdálených konců demonstroval i experiment, který ukázal, že v přítomnosti 
53BP1 je výrazně efektivnější spojování DNA zlomů vzdálených od sebe přibližně 100 kb. Na 
úspěšnost spojování těch vzdálených méně než 1,2 kb nebo více než 27 Mb nemá žádný vliv. Tuto 
schopnost ztratí po odstranění oligomerizační domény (Bothmer et al., 2011). Zdá se proto, že je 
53BP1 zapojený do tvorby synapsí mezi přesmykovými oblastmi. V tomto procesu je navíc důležitá 
i jeho schopnost bránit resekci konců (Bothmer et al., 2010). V souladu s tím snížení exprese Rif1 
pomocí RNA interference vede k menšímu defektu v izotypovém přesmyku než snížení exprese 
53BP1. PTIP izotypový přesmyk neovlivňuje vůbec (Di Virgilio et al., 2013). Funkce Rif1 a PTIP 
v blokování resekce se tedy vždy nepřekrývá, ale v různých procesech 53BP1 využívá buď jeden, 




53BP1 hraje důležitou roli v buněčné odpovědi na poškození DNA. Prostřednictvím svých 
Tudor domén a UDR motivu je schopný rozeznat chromatinové značky (methylaci, acetylaci 
a ubiquitinaci), které byly vytvořeny v oblastech DNA poškození. Tento histonový kód pak 
přetransformuje prostřednictvím svých interakčních partnerů do efektivní signalizace o DNA 
poškození a zprostředkuje následné opravy. Pro tuto jeho schopnost se ukazují být klíčové jeho 
posttranslační modifikace, jejíž funkční charakterizace se zdá být slibnou oblastí dalšího výzkumu.  
Mezi nově popsané interakční partnery patří Rif1 a PTIP, kteří jsou zapojeni do regulační 
smyčky, v které proti sobě stojí 53BP1 a BRCA1 a jejímž výsledkem je volba adekvátní dráhy opravy 
DNA. Nicméně molekulární mechanizmy, které tuto regulaci provázejí, nejsou doposud zcela 
objasněny. Důležitost poznání těchto mechanizmů souvisí s častou asociací mutací v genu pro 
BRCA1 s rakovinou prsu a vaječníků. Z nádorových onemocně í patří rakovina prsu k těm 
nejčastějším. Porozumění faktorům a drahám zapojeným do regulace BRCA1 je proto podstatné pro 
vývoj nových a efektivnějších způsobů léčby těchto nádorů. O tom svědčí i skutečnost, že nádory 
prsu překonávají působení doposud slibně se jevícího PARP inhibitoru mimo jiné i ztrátou 53BP1. 
V opravách dvouvláknových zlomů DNA však hraje 53BP1 i jiné role. Ty se ukazují 
především ve speciálních pří adech, kdy je potřeba rozvolnit těsně sbalený heterochromatin, zajistit 
koncům DNA pohyb přes relativně velké vzdálenosti nebo přiblížit vzdálené konce DNA při 
programovaných přestavbách imunoglobulinových genů. I tady zůstává nadále výzvou porozumět 
tomu, jak 53BP1 zprostředkovává tyto změny struktury chromatinu, zvýšenou mobilitu DNA konců 
a tvorbu synapsí a jak tím přispívá k normálnímu průběhu oprav DNA.  
V úvodu byl popsán fenotyp pozorovaný na myším modelu v důsledku poškození genu pro 
53BP1. Na základě poznání procesů, do kterých je 53BP1 zapojen, si již můžeme dovolit tvrdit, co 
může být jeho příčinou. Na závěr tedy může být zajímavé se zaměřit na jeden fakt. I když se funkce 
jednotlivých faktorů zapojených do buněčné odpovědi na poškození DNA často překrývají a jejich 
ztráta může být kompenzována, poškození genů pro klíčové faktory se u lidí projevuje vážnými 
syndromy, jako jsou v první kapitole zmiňované AT, ATLD a NBS. Na základě myšího modelu 
s defektním TP53BP1 se dá předpokládat, že i u lidí by se mohl vyskytovat podobný syndrom 
projevující se poruchou růstu, radiosenzitivitou, imunodeficiencí, chromozomální nestabilitou 
a sklonem pro tvorbu nádorů. Nicméně žádný lidský syndrom s nefunkčním 53BP1 není doposud 
spojován. Zdá se proto, že u primátů je jeho porucha neslučitelná s životem. 53BP1 tak může mít 
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